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Образование нейротоксических амилоидогенных форм белка альфа-синуклеина (α-син) является ключевым молеку-
лярным звеном патогенеза ряда нейродегенеративных заболеваний, включая болезнь Паркинсона (бП). Есть осно-
вания полагать, что развитие когнитивных нарушений на субклиническом уровне предшествует манифестации 
моторных симптомов бП, причем имеются весомые свидетельства сопряженности этих нарушений с дезоргани-
зацией механизмов регуляции нейрогенеза в зрелом мозге. Однако сведения о долгосрочном влиянии амилоидогенных 
форм α-син на динамику когнитивной активности и молекулярные процессы в трансляционных моделях синуклеи-
нопатий практически отсутствуют.
Цель работы – изучение динамики эффектов интраназального введения олигомеров α-син молодым половозре-
лым животным в отношении исследовательской активности и эпизодической памяти, а также экспрессии генов 
S100A6 и ASCL1, регулирующих различные стадии нейрогенеза, в гиппокампе, фронтальной коре и мозжечке с одно-
временной оценкой структурно-функциональных связей между поведенческими и молекулярными показателями.
материалы и методы. Самцам мышей С57BL/6J 2,5-месячного возраста в течение 14 дней интраназально вводи-
ли раствор полученных in vitro олигомеров рекомбинантного α-син либо физиологический раствор с последующим 
тестированием поведения в модели «распознавание нового объекта» в возрасте 3, 6 и 12 месяцев. В каждой из воз-
растных точек определяли экспрессию генов S100A6 и ASCL1 в гиппокампе, фронтальной коре и мозжечке методом 
полимеразной цепной реакции.
Результаты исследования. В возрасте 3 месяцев у мышей, получавших олигомеры α-син, обнаружено снижение от-
носительно контроля скорости передвижения в условиях повышения новизны контекста при сохранности других 
показателей поведения, а также возрастание экспрессии генов S100A6 и ASCL1 во фронтальной коре и снижение ак-
тивности гена ASCL1 в мозжечке. В возрасте 6 месяцев у животных экспериментальной группы наблюдалось сниже-
ние исследовательской активности и эпизодической памяти при отсутствии отличий от контроля по показа-
телям транскрипционной активности исследованных генов. В 12 месяцев в опытной группе выявлены нарушения 
инициации исследовательского поведения и эпизодической памяти; наблюдалось также снижение экспрессии гена 
ASCL1 во фронтальной коре и мозжечке. Выявленные в различных временных точках корреляционные связи молеку-
лярных и поведенческих показателей свидетельствуют о возможной компенсаторной/протекторной роли изме-
нений экспрессии гена ASCL1 после введения олигомеров α-син у 3-месячных животных.
заключение. результаты проведенных исследований показывают, что динамика развития когнитивного дефи-
цита после введения амилоидогенных форм α-син определяется не только их токсическим воздействием, но так-
же компенсаторными процессами, включающими изменения транскрипционной активности генов, регулирующих 
процессы нейрогенеза в зрелом мозге. Полученные данные позволяют предположить существование специфичных 
для определенных возрастных периодов компенсаторных механизмов, связанных с регуляцией стадий пролифера-
ции и дифференцировки нейрогенеза у взрослых животных. Дальнейшие исследования, направленные на выявление 
таких механизмов, представляются необходимыми для развития персонализированных стратегий профилакти-
ки и терапии нейродегенеративных нарушений.
ключевые слова: болезнь Паркинсона; когнитивные нарушения; олигомеры α-синуклеина; гены S100A6 и ASCL1; мыши.

Для цитирования: Грудень М.А., Инокентьева В И., Соловьева О.А., Михайлова Н.П., Ратмиров А.М., Сторожева З.И. 
Изменения когнитивных процессов и транскрипционной активности генов S100A6 и ASCL1 в различные сроки после 
хронического введения амилоидогенных олигомеров альфа-синуклеина. Патогенез. 2024; 22(1): 31-40.
DOI: 10.25557/2310-0435.2024.01.31-40

Для корреспонденции: Грудень Марина Алексеевна, e-mail: mguden@mail.ru
Финансирование. Работа выполнена в подразделении «НИИ нормальной физиологии имени П.К. Анохина» ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий» в рамках государственного задания 
Министерства науки и высшего образования Российской Федерации № АААА-А18-118041090105-6.
конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
поступила: 30.01.2024.

ЭКСПЕрИМЕНТАЛЬНыЕ ИССЛЕДОВАНИЯ Патогенез. – 2024. – Т. 22, №1 – C. 31–40



ПАТОГЕНЕЗ. 2024. Т. 22. №132

 

Сhanges in cognitive processes and transcriptional activity of the S100A6  
and ASCL1 genes at different times after chronic administration of amyloidogenic 

alphasynuclein oligomers
Gruden M.A., Inokenteva V.I., Solovieva O.A., Mikhailova N.P., Ratmirov A.M., Storozheva Z.I.

Federal Research Center for Innovator and Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies, 
Baltiyskaya Str. 8, Moscow 125315, Russian Federation

The formation of neurotoxic amyloidogenic forms of the protein alpha-synuclein (α-syn) is a key molecular link in the pathogenesis 
of a number of neurodegenerative diseases, including Parkinson’s disease (PD). There is reason to believe that the development 
of cognitive impairment at a subclinical level precedes the manifestation of motor symptoms of PD, and there is significant 
evidence that these disorders are associated with disorganization of the mechanisms regulating neurogenesis in the mature 
brain. However, information about the long-term influence of amyloidogenic forms of α-syn on the dynamics of cognitive activity 
and molecular processes in translational models of synucleinopathies are practically absent. 
The aim of the work is to study the dynamics of the effects of intranasal administration of α-syn oligomers to young sexually 
mature animals in relation to exploratory activity and episodic memory, as well as the expression of the S100A6 and ASCL1 
genes, which regulate various stages of neurogenesis, in the hippocampus, prefrontal cortex and cerebellum with simultaneous 
assessment of the structural functional connections between behavioral and molecular indicators. 
Materials and methods. Male C57BL/6J mice, 2.5 months old, were intranasally injected with a solution of recombinant α-syn 
oligomers or saline for 14 days, followed by behavioral testing in a novel object recognition model at the ages of 3, 6, and 12 
months. At each age point, the expression of the S100A6 and ASCL1 genes in the hippocampus, frontal cortex and cerebellum 
was determined using the polymerase chain reaction method. 
Results. At the age of 3 months, mice treated with α-syn oligomers showed a decrease in movement speed relative to control 
under conditions of increasing context novelty while maintaining other behavioral indicators, as well as an increase in the 
expression of S100A6 and ASCL1 genes in the cortex and a decrease in ASCL1 activity in the cerebellum. At the age of 6 months, 
animals in the experimental group showed a decrease in exploratory activity and episodic memory, with no differences from 
the control in terms of transcriptional activity of the studied genes. At 12th months in the experimental group, disturbances in 
the initiation of exploratory behavior were revealed while maintaining its total duration and episodic memory; there was also a 
decrease in gene ASCL1 expression in the prefrontal cortex and cerebellum. Correlations of molecular and behavioral parameters 
identified at different time points indicate a possible compensatory/protective role of changes in gene ASCL1 expression after 
administration of α-syn in 3-month-old animals. 
Conclusion. The results of the studies show that the dynamics of the development of cognitive deficit after administration of 
α-syn is determined not only by the toxic effects of amyloidogenic forms of the protein, but also by compensatory processes, 
including changes in the transcriptional activity of genes that regulate the processes of neurogenesis in the mature brain. The 
data obtained also suggest the existence of age-specific compensatory mechanisms associated with the regulation of the cellular 
proliferation/differentiation stages of neurogenesis. Further research aimed at identifying such mechanisms seems necessary for 
the development of personalized strategies for the prevention and treatment of neurodegenerative disorders.
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введение

Возрастающий междисциплинарный интерес вы-
зывают исследования лежащих в основе молекуляр-
ных механизмов поведенческих, генетических реак-
ций в условиях действия различных форм нейрональ-
ного белка альфа-синуклеина (α-син) при развитии 
возраст-зависимых нейродегенеративных заболева-
ний, в частности, болезни Паркинсона (БП). Соглас-
но современным представлениям, гиперэкспрессия, 
а также нарушение конформации α-син с образова-
нием нейротоксических амилоидогенных форм белка 
являются ключевым молекулярным звеном патогенеза 
БП [1, 2]. Образование токсических форм α-син с по-
следующей их внутриклеточной агрегацией вызывает 

гибель определенных видов нервных и/или глиальных 
клеток в различных структурах мозга, что определяет 
течение и спектр клинических проявлений БП. Так, 
деградация и гибель дофаминергических (ДА) нейро-
нов в черной субстанции (ЧС) в области pars compacta 
мозга обуславливают дефицит дофамина в нигростри-
атной системе и вызывают развитие характерных дви-
гательных нарушений у пациентов с БП. Дисфункция 
и гибель нейронов передней и височной коры мозга 
инициирует развитие когнитивного дефицита, кото-
рый может предшествовать развитию моторных на-
рушений, и диагностика которого требует разработки 
комплексного подхода [3].
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В то же время, данные литературы убедительно под-
тверждают существование сопряженных процессов ней-
рогенеза и программируемой гибели клеток (апоптоза) 
и подчеркивают их критическую роль у взрослых осо-
бей при различных патологических состояниях, вклю-
чая когнитивную дисфункцию [4, 5]. В частности, со-
временные представления связывают процессы постна-
тального нейрогенеза и их нарушения в герминативных 
областях мозга с инициацией и развитием БП. Имеются 
весомые клинические и экспериментальные свидетель-
ства сопряженности нарушений нейрогенеза в зубчатой 
фасции (ЗФ) с когнитивными и психоэмоциональны-
ми нарушениями у пациентов с БП, а также в трансля-
ционных моделях синуклеинопатий [6, 7].

Следует учитывать, что некоторые факторы, вызы-
вающие нейродегенеративные нарушения, оказыва-
ют влияние также и на процессы нейрогенеза у взрос-
лых особей, а дезорганизация процессов нейрогенеза, 
в свою очередь, может спровоцировать воспалительную 
реакцию в ЦНС. Такое воспаление может либо способ-
ствовать, либо ингибировать нейрогенез, в зависимости 
от различных факторов, таких как длительность и тя-
жесть воспаления, а также лежащие в его основе невро-
логические расстройства [8].

Однако до настоящего времени имеются лишь 
отдельные экспериментальные факты о процессах 
постнатального нейрогенеза в различных церебраль-
ных отделах и ассоциированных с ними когнитивных 
и психоэмоциональных состояниях, а также о процес-
сах гибели ДА нейронов в ЧС и состояниях двигатель-
ных функций в условиях действия различных ами-
лоидогенных форм α-син. В нашем предыдущем ис-
следовании показано, что олигомерные формы α-син 
при хроническом интраназальном введении в тече-
ние 14 суток вызывают у стареющих мышей увеличе-
ние количества пролиферирующих клеток и незрелых 
нейронов в ЗФ гиппокампа, а также снижение числа 
ДАергических нейронов в ЧС мозга. При этом у жи-
вотных наблюдали угнетение общей двигательной ак-
тивности и ориентировочно-исследовательского по-
ведения, нарушение эпизодической памяти и повы-
шение тревожности [9].

Наблюдений по отсроченным динамическим эф-
фектам интраназального введения олигомерных форм 
α-син на особенности поведения и показатели генети-
ческой регуляции нейрогенеза у грызунов описано не-
достаточно. Учитывая существенную длительность до-
клинической стадии БП, такие исследования являются 
принципиально необходимыми для развития представ-
лений о механизмах патогенеза заболевания. Особенно 
важным в этой связи представляется комплексное хро-
нологическое изучение моторной и когнитивной актив-
ности у животных после введения им олигомеров α-син 
в молодом половозрелом возрасте и оценка ассоциации 
наблюдаемых особенностей поведения с показателями 
транскрипционной активности генов, продукты кото-
рых вовлечены в регуляцию различных стадий нейро-

генеза, таких как пролиферация и дифференцировка 
нервных клеток.

Продукт кодирования гена S100A6 белок S100A6, 
также известный как кальциклин, представляет собой 
кальций-связывающий белок, принадлежащий семей-
ству S100 [10]. В мозге белок S100A6 экспрессирует-
ся в астроцитах, локализованных в пограничных зонах 
желудочков мозга, таницитах гипоталамуса и нейронах 
обонятельной луковицы, гиппокампа, таламуса, коры 
головного мозга, ствола головного мозга и мозжечка 
[11]. Внутриклеточная фракция белка взаимодейству-
ет с большим количеством белков-лигандов и участву-
ет в регуляции ряда клеточных функций. Показана су-
щественная роль S100A6 в механизмах пролиферации, 
в частности, перехода из G0 в G1 фазу, а также выжива-
емости, миграции и адгезии клеток. Поскольку измене-
ния экспрессии S100A6 и его основных лигандов в тка-
ни мозга наблюдаются при различных нейродегенера-
тивных заболеваниях, после травм, в условиях стресса 
[11] и воспаления [12], многие исследователи рассма-
тривают его в качестве потенциального маркера пато-
логических процессов, а также потенциальной мише-
ни терапии [13]. Однако изменения экспрессии S100A6 
у пациентов с БП и у животных в трансляционных мо-
делях синуклеинопатий исследованы не были.

Еще одним ключевым регулятором процессов ней-
рогенеза, является транскрипционный фактор Ascll, 
кодируемый геном ASCL1. С активностью которого 
в зрелом мозге связаны механизмы регуляции клеточ-
ной дифференцировки и нейронального перепрограм-
мирования [14], в частности, репаративного перепро-
граммирования глиальных клеток в нейрональные по-
сле повреждений нервной ткани [15].

Во взрослом мозге ген ASCL1 динамически экс-
прессируется в субгранулярной зоне зубчатой извили-
ны (SGZ) и более ростральной субвентрикулярной зо-
не (SVZ). Показано, что исходно низкие уровни Ascl1 
в клетках SGZ Type-1 и SVZ B-клетках, повышаются при 
их переходе на промежуточные стадии развития нейро-
нальных предшественников. Кроме того, обнаружено, 
что активность гена ASCL1 не ограничивается транзит-
но-амплифицируемой популяцией, но также обнаружи-
вается в подгруппе нервных стволовых клеток с долго-
срочным нейрогенным потенциалом в мозге взросло-
го человека. [16]. Снижение экспрессии гена ASCL1 
в гиппокампе крыс наблюдается после травмы спин-
ного мозга одновременно с повышением α-син, а так-
же cо снижением экспрессии маркера незрелых нейро-
нов даблкортина и дофаминовых рецепторов в зубчатой 
фасции [17]. Однако, как и для S100A6, динамика изме-
нений экспрессии гена ASCL1 в различных структурах 
мозга в трансляционных моделях БП и их сопоставле-
ние с динамикой моторных и немоторных симптомов 
изучена не была.

В связи с вышесказанным, целью настоящей рабо-
ты явилось изучение динамики отсроченных эффектов 
интраназального введения олигомеров α-син молодым 
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половозрелым животным в отношении ориентировоч-
но-исследовательской активности и эпизодической па-
мяти, а также экспрессии генов S100A6 и ASCL1 в гип-
покампе, фронтальной коре и мозжечке при старении 
мышей с одновременной оценкой структурно-функци-
ональных связей между поведенческими и генетически-
ми показателями.

материалы и методы исследования

Олигомеры α-син были получены и охарактеризо-
ваны по описанному ранее протоколу [18]. Олигону-
клеотиды для изучения экспрессии генов-регуляторов 
нейрогенеза S100A6 и ASCL1 были синтезированы «ЗАО 
Евроген», Москва, Россия. Последовательности исполь-
зованных праймеров представлена в табл. 1.

Исследование выполнено на 72 самцах мышей ли-
нии C57Bl/6 J в возрасте 2,5, 6 и 12 месяцев, с началь-
ной массой тела 22,6±2,3 г (ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
питомник «Столбовая», России). Мыши содержались 
по 6 особей в клетках, в стандартных условиях вива-
рия со сменой тёмной и светлой фаз суток 12/12 часов, 
при свободном доступе к пище и воде. Все манипуля-
ции с животными были проведены с соблюдением тре-
бований, изложенных в директиве по охране животных, 
используемых в научных целях (2010/63/ EU от 22 сен-
тября 2010 г), а также требованиями локального этиче-
ского комитета (протокол №1 от 01.02.2023). 

При включении в исследование животных в возрас-
те 2,5 месяцев мышей случайным образом распределя-
ли по двум группам – экспериментальной и контроль-
ной. Животным экспериментальной группы ежеднев-
но в интервале времени 10:00–14:00 в течение 14 дней 
поочередно в каждую ноздрю вводили раствор олиго-
меров α-син (8 мкл, 0,48 мг/кг, n = 36), а мышам кон-
трольной группы в том же режиме вводили физиологи-
ческий раствор (ФР, 8 мкл, n = 36). 

Тестирование поведения проводили трижды после 
окончания введения препаратов, в возрасте 3, 6 и 12 ме-
сяцев, с использованием модели «Распознавание нового 
объекта (РНО)», характеризующей исследовательскую 
активность и кратковременную память [19]. Суммар-
ная продолжительность теста составляла 2 дня. В пер-
вый день мышей на 5 мин помещали в установку «От-
крытое поле» (площадь пола 42,5 × 42,5 см, Columbus 
Instruments, США) для адаптации к обстановке, и реги-
стрировали скорость перемещения (сеанс адаптации). 
Спустя сутки мышей снова помещали в установку, в ко-

торой находились два одинаковых объекта: стеклянные 
банки с диаметром около 5,4 см (сеанс экспозиции). 
Через 1 час после экспозиции проводили оценку эпи-
зодической памяти в сеансе тестирования. В ходе тести-
рования мышей помещали в ту же установку, при этом 
один объект был идентично знакомым, другой объект 
меняли на новый (зеленый пластиковый стакан с диа-
метром 7,5 см). При экспозиции и тестировании реги-
стрировали положение животных с помощью програм-
мы Ethovision XT 8.5 (Noldus, Голландия). Временем ис-
следования объекта считали длительность пребывания 
в зоне интереса (2 см от контура объекта) с направлен-
ной в сторону объекта мордочкой. На основе получен-
ных путей передвижения определяли время исследова-
ния и время до первого подхода к каждому из объектов, 
а также среднюю скорость движения животного. Ин-
декс дискриминации объекта рассчитывали как част-
ное от деления разности во времени исследования но-
вого и знакомого объекта на общую длительность ис-
следования обоих объектов.

Через сутки после окончания поведенческих экс-
периментов часть животных декапитировали, извле-
кали мозг и выделяли на холоду образцы гиппокампа, 
фронтальной коры мозга и мозжечка, которые замора-
живали в жидком азоте. Из выделенных структур моз-
га экстрагировали общую фракцию РНК с помощью 
TRIzol («Invitrogen», США) в соответствии с протоко-
лом производителя и с использованием гомогенизатора 
«DIAX 100» («Heidolph», Германия), в режиме 5000 об/
мин в течение 15 с. Полученные препараты РНК очи-
щали от примесей геномной ДНК, обрабатывая фер-
ментом ДНКазой I в течение 30 мин при +37ºС в ре-
акционном буфере (40 мМ Трис-HCl (pH 8.0), 10 мМ 
MgSO4, 1 мМ CaCl2), а затем добавляли стоп-раствор 
(2 мМ этиленгликоль-тетрауксусная кислота, рН 8.0) 
и прогревали 10 мин при 65ºС (RQ1 RNase-Free DNase, 
Promega, США). Концентрацию РНК определяли на 
флуориметре Qubit с использованием Qubit RNA Assay 
Kit (Invitrogen, США) используя рекомендации произ-
водителя. 

Согласно ранее разработанному протоколу [18] для 
проведения обратной транскрипции 0,5 мкг выделен-
ных образцов тотальной РНК из церебральных структур 
инкубировали с олиго-(dT)15 (10 мкМ) и 0.5 единицами 
ингибитора РНКазы (Promega, США) в течение 2 мин 
при +70ºС, после чего сразу помещали на лёд. Обратную 
транскрипцию проводили в объеме 30 мкл в среде, со-
держащей 10 мМ Трис-HCl (pH 8.3), 25 мМ KCl, 0.6 мМ 

Таблица 1.
Последовательности олигонуклеотидных праймеров, использованных для проведения ПЦР в реальном времени.

Ген
Праймер

Прямой Обратный
S100А6 TCATTGTCGACGTGTGCTTCTAGC ATCAAAGCCAAGGCCCCCAG
ASCL1 CTTCGCAGTCCCGCTTCCTT TCTCCTGCCATCCTGCTTCCAA
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MgCl2, 2 мМ дитиотреитол, с добавлением 200 единиц 
ревертазы M-MLV (Promega, США) и 4 мкл dNTP (10 
мМ) и последующей инкубацией в течение 1 ч 45 мин 
при +37ºС. Фермент затем инактивировали нагревани-
ем до +95ºС в течение 5 мин. Полученную кДНК разво-
дили деионизированной водой в 10 раз и хранили при 
–80ºС. В качестве отрицательного контроля вместо РНК 
использовали деионизированную воду. 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в режиме ре-
ального времени проводили в объеме 25 мкл с использо-
ванием 1 мкл разведенной кДНК, 0,2 мкМ готовой сме-
си праймеров («SABioscinces», США) и готовой смеси 
qPCRmix-HS SYBR («Евроген», Россия), однократный 
состав которой включал интеркалирующий краситель 
SYBR Green I, Taq-полимеразу с горячим стартом, 3 мМ 
MgCl2, по 0,2 мМ каждого нуклеотидтрифосфата. Про-
грамма амплификации: 94ºС – 1,5 мин; 50 циклов: де-
натурация при 94ºС – 30 с, отжиг праймеров при 64ºС 
– 15 с, элонгация при 72ºС – 30 с. С каждым образцом 
ПЦР проводили трижды и среднее значение их поро-
говых циклов (Ct) использовали для расчёта непараме-
трической статистики. Специфичность ПЦР-продук-
тов подтверждали проведением электрофореза в 1,5%-
ном агарозном геле, окрашенном этидиумом бромида; 
использовали маркер длин GeneRuler 50 bp DNA Ladder 
(«Fermentas», Литва). Методом ПЦР в режиме реально-
го времени по описанному ранее протоколу, применяя 
в качестве референсного ген β-актина для последующе-
го расчёта относительного уровня экспрессии изучаемых 

генов по методу 2-ΔΔCt, где произведен учет экспрессии 
генов в группе контроля [20].

Статистический анализ. Полученные результа-
ты обрабатывали в программе Statistica 8.0 (StatSoft, 
Inc., USA). Данные усредняли, вычисляли стандарт-
ную ошибку среднего. Для сравнения исследуемых по-
казателей в двух разных группах применяли z-преоб-
разование и затем – дисперсионный анализ; для оцен-
ки корреляционных связей и определения системной 
структуры изменений поведения применяли корреля-
ционный анализ Спирмена, а также факторный анализ 
(метод главных компонент). 

Результаты исследования

Показатели поведения в модели РНО. Анализ пове-
дения животных в модели РНО через 3 дня после окон-
чания введения олигомеров α-син (в возрасте 3 меся-
ца) выявил у мышей экспериментальной группы стати-
стически значимое снижение скорости передвижения 
в сравнении с контролем, которое наблюдалось толь-
ко в сеансе тестирования, но не экспозиции или адап-
тации. Межгрупповых различий других поведенческих 
показателей в данной временной точке обнаружено 
не было (табл. 2). 

Через 90 дней после окончания введения (в возрас-
те 6 месяцев) у мышей, получавших олигомеры α-син, 
снижение скорости передвижения по сравнению с кон-
тролем наблюдалось в сеансах тестирования и экспози-

Таблица 2.
Показатели поведения мышей в тесте «Распознавания нового объекта» в различные сроки после хронического интраназального введения 

олигомеров α-синуклеина.

Сеанс Показатель

3-месячные мыши
(90 дней после введения)

6-месячные мыши
(90 дней после введения)

12-месячные мыши
(270 дней после введения)

Контроль
(n=36)

Олигомеры 
α-син
(n=36)

Контроль
(n=28)

Олигомеры 
α-син
(n=28)

Контроль
(n=20)

Олигомеры 
α-син
(n=20)

Адаптация Скорость см/с 4,4±0,4 4,1±0,5 4,3 ±0,4 3,9±0,6 2,8±0,4## 3,3±0,9
Экспозиция Скорость см/с 3,8±0,2 3,0±0,3 4,4±0,5 3,6±0,3 2,9±0,5## 2,6±0,8

Время исследования объектов 
(суммарно), с 25,9±3,9 23,2±4,0 35,8±4,1 19,8±2,6** 25,7±3,8 22,1±4,2

Время до начала исследования 
объектов, с 38,2±11,9 65,1±18,1 29,8 ±12,9 55,6±19,8 42,0±17,3 188±69*

Тест Скорость см/с 3,9±0,4 2,6±0,3* 4,5±0,6 2,8±0,8** 2,9±0,4## 2,3±0,7
Время исследования знакомого 
объекта, с 11,3±1,8 9,2±1,3 15,4±1,7 9,9±1,1 10,8±2,1 4,8±1,5*

Время исследования нового 
объекта, с 18,1±3,2 16,1±2,5 32,9±4,6 18,1±4,0* 24,2±3,7 15,8±7,1

Время до начала исследования 
знакомого объекта, с 65,9±13,4 113±28 111±24 121±25 189±26 368±79*

Время до начала исследования 
нового объекта, с 65,7±16,8 109±23 33,1±11,6 129±27* 162±53 324±88*

Индекс распознавания 0,18±0,03 0,24±0,05 0,41±0,04 0,25±0,03* 0,41±0,05 0,44±0,07

Примечание: * – p < 0,05, ** – p < 0,01 по сравнению с контролем того же возраста, ## – p < 0,01 по сравнению с 6-месячным контролем.
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ции, но не адаптации. В этой временной точке у живот-
ных экспериментальной группы было также обнаружено 
снижение относительно контроля общей длительности 
исследования объектов в сеансе экспозиции и уменьше-
ние длительности исследования нового объекта в сеан-
се тестирования. При этом у 6-месячных мышей кон-
трольной группы время до начала исследования ново-
го объекта в сеансе тестирования было значимо короче, 
чем время до начала исследования знакомого, в то вре-
мя как у животных, получавших олигомеры α-син, раз-
личий между показателями времени до начала иссле-
дования этих объектов не наблюдалось, а длительность 
периода до начала исследования нового объекта бы-
ла существенно выше, чем у контрольных мышей. Ос-
новной показатель эпизодической памяти, индекс рас-
познавания объекта, в группе α-син был статистически 
значимо ниже, чем в контроле (табл. 2).

У 12-месячных контрольных животных (через 270 дней 
после введения) наблюдалось существенное снижение 
скорости перемещения на всех этапах проведения теста 
в сравнении с 6-месячными, при этом значимых различий 
между экспериментальной и контрольной группой выяв-
лено не было. Суммарное время исследования объектов 
в сеансе экспозиции и величина индекса распознавания 
у контрольных мышей 12-месячного возраста не отлича-
лись от уровня, наблюдаемого у 6-месячных животных, 
и межгрупповых различий по этим показателям у 12-ме-
сячных мышей не обнаружено. В группе контроля у 12-ме-
сячных мышей в сравнении с 6-месячными контрольны-
ми животными было обнаружено возрастание времени 
до начала исследования нового объекта в сеансе тести-
рования. У 12-месячных животных экспериментальной 
группы показатели времени до начала исследования обоих 
объектов при тестировании, а также до начала исследова-
ния объектов в сеансе экспозиции были выше, чем в кон-
троле. Таким образом, введение α-син усугубляет возраст-
ное снижение показателя инициации исследовательской 
активности. Также обнаружено, что время исследования 
знакомого объекта в сеансе тестирования у 12-месячных 
мышей, получавших олигомеры α-син, было значитель-
но меньше, чем в контроле (табл. 2). 

Факторная структура поведения в тесте РНО. Тест 
РНО позволяет проводить анализ таких аспектов ког-
нитивной активности, как исследовательское поведение 
и эпизодическая память. Существенно, что для оценки 
обеих этих составляющих используют показатели дли-
тельности исследования объектов, которые нелинейным 
образом связаны с уровнем двигательной активности. 
В ситуации, когда значительного влияния исследуемых 
факторов на двигательную и ориентировочную актив-
ность не предполагается, большинство исследователей 
пренебрегают этими соображениями и ограничиваются 
анализом индекса распознавания. Однако при исследо-
вании эффектов олигомеров α-син принципиально не-
обходимо учитывать их комплексный характер, и в этой 
связи целесообразным представляется использование 
многомерных статистических методов.

В частности, применение факторного анализа (ме-
тода главных компонент) может стать плодотворным 
для понимания структуры наблюдаемых поведенческих 
изменений и выявления ассоциации отдельных ее со-
ставляющих с молекулярными событиями. 

В анализ были включены значения 9-ти перемен-
ных (табл. 3), полученные в 168 измерениях (у живот-
ных 2-х групп в 3-х временных точках). Метод незави-
симых компонент (с вращением Varimax normalized) 
выявил 3 фактора, объясняющие соответствен-
но 53,4%, 20,5% и 13,9% дисперсии (всего 87,8%).

Определение факторных нагрузок показало, что 
в первый фактор входят переменные, характеризующие 
ориентировочно-исследовательскую активность: дли-
тельность исследования объектов в сеансах экспозиции 
и тестирования, а также скорость перемещения в сеансе 
тестирования (но не адаптации или экспозиции). Вто-
рой фактор включает показатели инициации исследова-
тельской активности: латентные периоды первого под-
хода к объектам в сеансах экспозиции и тестирования. 
Следует отметить, что знак нагрузки в этом случае яв-
ляется отрицательным, таким образом, Фактор 2 отра-
жает воздействия, тормозящие инициацию исследова-
тельской активности. Фактор 3 включает единственную 
переменную – индекс распознавания объекта, который 
является основным показателем эпизодической памяти. 

Проведенный анализ выявил относительную не-
зависимость компонент, характеризующих ориенти-
ровочно-исследовательскую активность и эпизодиче-
скую память в исследуемых группах животных и, соот-
ветственно, предположить специфичные механизмы их 
нарушения после введения α-син.

Результаты анализа экспрессии генов ASCL1 
и S100A6 представлены в табл. 4. Наиболее выраженные 
изменения активности генов ASCL1 и S100A6 после ин-
траназального хронического введение олигомеров α-син 
наблюдались в трехмесячном возрасте (через 3 дня по-
сле введения). В этой временной точке у эксперимен-
тальных животных уровень экспрессии S100A6 значимо 
повышался в коре, а экспрессия гена ASCL1 возрастала 
во фронтальной коре и снижалась в мозжечке.

У 6-месячных мышей (через 90 дней после введе-
ния) в экспериментальной группе значимых отличий 
от контроля обнаружено не было. У 12-месячных мышей 
(через 270 дней после введения) в экспериментальной 
группе наблюдалось снижение экспрессии гена ASCL1 
во фронтальной коре и мозжечке.

Анализ внутри- и межструктурных корреляций 
показателей экспрессии генов ASCL1 и S100A6 выя-
вил возрастную динамику их паттерна у контрольных 
животных, с увеличением количества связей в пери-
од от 3 к 12 месяцам. Обнаружено, что введение α-син 
нарушает корреляционные связи между показателями 
экспрессии обоих изучаемых генов, наблюдавшиеся 
в контроле в возрасте 3 и 6 месяцев. В возрасте 12 меся-
цев (через 270 дней после введения) у эксперименталь-
ных животных наблюдается избирательная элиминация 
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межструктурных корреляционных связей экспрессии ге-
на S100А6 и изменения профиля межструктурных кор-
реляций показателей экспрессии гена ASCL1. 

Общее количество выявленных корреляций пока-
зателей экспрессии генов генов ASCL1 и S100A6 с по-
казателями поведения в тесте РНО было достаточно 
большим (суммарно – 52), что затрудняет их содержа-
тельный анализ и интерпретацию. В связи с этим бы-
ла проведена оценка корреляционных связей экспрес-
сии генов с индивидуальными значениями факторов, 
характеризующих интенсивность ориентировочно-ис-
следовательской активности (Фактор 1), задержку ее 
инициации (Фактор 2) и эпизодическую память (Фак-
тор 3). Результаты проведенного анализа представлены 
в виде коррелограммы (рис. 1). 

Анализ выявил у молодых (3 мес) и зрелых (6 мес) 
контрольных мышей положительные ассоциации Фак-
торов 1 и 2, характеризующих длительность и скорость 
инициации ориентировочно-исследовательской актив-
ности, с экспрессией S100A6, в то время как на этапе на-
чала старения (12 месяцев) выявлены ассоциации этих 
Факторов с экспрессией ASCL1. Как в 3, так и в 6 ме-
сяцев Фактор 3, включающий индекс распознавания 
(главный показатель эпизодической памяти), демон-
стрирует положительную корреляцию с экспрессией 
ASCL1 в гиппокампе. В то же время, у 12-месячных жи-

вотных контрольной группы эффективность эпизодиче-
ской памяти демонстрирует ассоциацию с экспрессией 
S100A6 в гиппокампе и префронтальной коре.

У животных группы α-син ни в одной из возрастных 
точек не было обнаружено корреляций Фактора 3 (эпи-
зодическая память) с показателями экспрессии исследо-
ванных генов; выявленные ассоциации относились толь-
ко к Факторам 1 и 2, характеризующим исследователь-
скую активность. Так, в возрасте 3 месяцев, обнаружены 
ассоциации между сохранностью ориентировочной ак-
тивности и изменениями экспрессии гена ASCL1 – воз-
растанием в коре и снижением в мозжечке. У 12-месяч-
ных мышей наблюдавшееся снижение экспрессии гена 
ASCL1 в мозжечке демонстрирует ассоциацию с сохран-
ностью инициации исследовательской активности, а сни-
жение экспрессии гена ASCL1 в префронтальной коре – 
с нарушением этой формы поведения [21, 22].

Обсуждение

Совокупность полученных данных свидетельствует 
о влиянии амилоидогенных олигомеров α-син, введен-
ных молодым животным, на возрастную динамику раз-
личных компонентов когнитивной активности. Прове-
денный анализ позволяет полагать, что нарушения ис-
следовательской активности и эпизодической памяти 

Таблица 3.
Факторные нагрузки переменных, характеризующих поведение в тесте «Распознавание нового объекта».

Показатель поведения в тесте РНО Фактор 1 Фактор 2 Фактор 3
Скорость в сеансе экспозиции 0,578 0,474 0,016
Время исследования объектов при экспозиции (суммарно) 0,869 0,148 0,244
Время до начала исследования объектов в сеансе экспозиции –0,091 –0,707 -0,273
Скорость в сеансе тестирования 0,759 0,474 0,079
Время исследования знакомого объекта в сеансе тестирования 0,874 0,140 –0,231
Время до начала исследования знакомого объекта в сеансе тестирования –0,184 –0,882 0,159
Время исследования нового объекта в сеансе тестирования 0,847 0,163 0,375
Время до начала исследования нового объекта в сеансе тестирования –0,300 –0,780 –0,044
Индекс распознавания 0,119 0,054 0,966

Примечание: Значимый уровень нагрузки принят как >0,7 (выделено жирным курсивом).

Таблица 4.
Изменения уровня экспрессия генов ASCL1 и S100A6 у мышей С57Bl/6 в различные сроки после введения олигомеров альфа  

α-синуклеина (в % по сравнению с контролем).

Возраст (мес)/время после введения олигомеров α-син (дни) Структура мозга
Ген

S100А6 ASCL1

3/3
(n = 8)

Гиппокамп –29,4 34,0
Фронтальная кора 2806,6* 571,0*

Мозжечок 83,6 –235,2*

6/90
(n = 8)

Гиппокамп 67,0 –17,9
Фронтальная кора 75,0 55,9

Мозжечок 78,0 –41,0

12/270
(n = 8)

Гиппокамп 55,5 –19,1
Фронтальная кора –69,03 –92,2*

Мозжечок 62,9 –98,6*

Примечание: * – p < 0,05, ** – p < 0,01, # – p < 0,1 по сравнению с контролем того же возраста.
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после введения α-син в определенной степени незави-
симы друг от друга и от изменения моторных функций. 
Также можно предположить, что наблюдаемые изме-
нения когнитивной активности обусловлены как соб-
ственно патогенетическими, так и компенсаторными 
процессами, в том числе, связанными с изменениями 
экспрессии генов, регулирующих процессы пролифера-
ции, дифференцировки и перепрограммирования кле-
ток нервной ткани.

На раннем сроке после введения α-син (у 3-месяч-
ных мышей) наблюдаются лишь ограниченные наруше-
ния исследовательской активности при полной сохран-
ности кратковременной эпизодической памяти. Полу-
ченные данные о снижении скорости передвижения 
экспериментальных мышей в сеансе тестирования со-
гласуются с данными литературы об уменьшении ско-
рости движения у пациентов с БП при легкой когни-
тивной нагрузке [23]. Результаты наших экспериментов 
также показывают, что эти особенности проявляются 
на ранних стадиях развития патологического процес-
са и могут являться его маркёрами. Относительная со-
хранность когнитивной активности в данной времен-
ной точке наблюдается в условиях значительного повы-
шения уровня экспрессии генов S100A6 и ASCL1 в коре, 
а также снижения экспрессии гена ASCL1 в мозжечке. 

Следует отметить, что повышенный уровень экспрес-
сии гена S100A6 в центральной нервной системе рас-
сматривают как маркёр нейродегенеративных процессов 
различного генеза, при этом высказываются предполо-
жения о возможной компенсаторной роли таких изме-
нений [11]. Выявленные в контрольной группе поло-
жительные корреляции исследовательской активности 
с экспрессией гена S100A6 в коре и гиппокампе согла-
суются с этими предположениями. Кроме того, наблю-
даемые в экспериментальной группе корреляционные 
связи между сохранностью когнитивной активности 
и изменениями экспрессии гена ASCL1 свидетельству-
ют также о возможной вовлеченности этих изменений 
в механизмы компенсаторных процессов.

Через 90 дней после введения α-син у 6-месячных 
животных существенное снижение исследовательской 
активности и нарушение эпизодической памяти наблю-
даются при отсутствии значимых отличий экспрессии 
изучаемых генов от контрольного уровня. Эти факты 
указывают на возможное истощение компенсаторных 
механизмов, которое может быть обусловлено как дли-
ной временного интервала после введения, так и осо-
бенностями физиологических и молекулярных процес-
сов в ЦНС мышей 6-месячного возраста. Исследование, 
проведенное на трансгенных мышах с повышенной экс-

Рис. 1. Профили корреляций исследованных молекулярных и поведенческих показателей у животных различных групп: А – 3-месячного, 
Б – 6-месячного, В – 12-месячного возраста. Представлены корреляционные связи с R > 0,80, p < 0,01, Сплошные линии – положительные, 
пунктирные – отрицательные корреляции.



ISSN 2310-0435 39

 

прессией токсичной A30P формы α-син показало, что 
манифестация когнитивного дефицита в тесте РНО про-
исходит у этих животных в 6, но не в 2-месячном возрас-
те [24]. Примечательно, что протекторный эффект анти-
тел к A30P α-син в отношении когнитивного дефицита 
у таких мышей наблюдался только в 6, но не в 11-ме-
сячном возрасте. 

Эти сведения, как и наши данные, указывают на 
динамичное взаимодействие токсических эффектов 
амилоидогенных форм α-син с молекулярными про-
цессами, регулирующими активность ЦНС на протя-
жении жизненного цикла, и на возрастную специфич-
ность механизмов компенсации когнитивных функ-
ций в этих условиях. Полученные нами результаты 
также позволяют предположить, что баланс активно-
сти генов, вовлеченных в регуляцию пролиферации, 
дифференцировки и перепрограммирования клеток 
зрелого мозга, изменяется с возрастом, и что от этих 
изменений в определенной степени зависит адаптив-
но-компенсаторный потенциал ЦНС в различные пе-
риоды жизни организма. В пользу такого предположе-
ния свидетельствуют данные литературы о том, что при 
относительном постоянстве количества новых зерни-
стых нейронов в зубчатой фасции гиппокампа мышей 
между 1-м и 9-м месяцами жизни соотношение клеток, 
экспрессирующих маркеры различных стадий зрело-
сти, а следовательно, и соотношение процессов про-
лиферации/дифференцировки/клеточной гибели ней-
ронов, демонстрируют сложную нелинейную зависи-
мость от возраста [25]. 

Согласно полученным нами данным, в возрас-
те 12 месяцев (через 270 дней после введения) наруше-
ния эпизодической памяти у животных, получавших 
α-син, не выявляются, однако изменяется характер ис-
следовательской активности: наблюдается задержка её 
инициации при сохранении общей продолжительно-
сти, а также снижение длительности сканирования зна-
комых элементов среды. При этом наблюдается сни-
жение экспрессии гена ASCL1 в коре и мозжечке с уве-
личением количества корреляционных связей между 
показателями активности этого гена в исследованных 
структурах, а также числа корреляций между показате-
лями инициации исследовательской активности и экс-
прессией гена ASCL1. Эти результаты позволяют пред-
положить, что наблюдаемое нарушение инициации ис-
следовательского поведения в данной временной точке 
связано с изменением паттерна активности гена ASCL1 
в различных структурах мозга. 

Полученные результаты представляют интерес 
в связи с имеющимися в литературе сведениями о де-
фиците координации между механизмами инициации 
и торможения двигательных навыков при БП [26], а так-
же в свете гипотезы «когнитивной дисметрии», пред-
полагающей существование общих закономерностей 
в изменениях двигательной и когнитивной активности 
при некоторых нейродегенеративных заболеваниях [27]. 
Предположительно, нарушение инициации исследо-

вательской активности можно рассматривать как одно 
из субклинических проявлений БП, и такой подход мо-
жет быть использован для совершенствования диагно-
стики риска заболевания. Полученные данные указыва-
ют на возможную ассоциацию между нарушениями ис-
следовательской активности и снижением экспрессии 
гена ASCL1, однако не позволяют сделать каких-либо 
предположений относительно молекулярных механиз-
мов поздних компенсаторных процессов, обеспечиваю-
щих сохранность эпизодической памяти и длительности 
исследовательской активности у стареющих животных 
в отставленные сроки после введения α-син.

заключение

Совокупность полученных результатов свиде-
тельствует, что хроническое интраназальное введе-
ние олигомерных форм белка альфα-синуклеина мо-
лодым мышам в рамках трансляционной модели болез-
ни Паркинсона вызывает развивающиеся во времени 
нарушения таких элементов когнитивной активно-
сти, как исследовательское поведение и формирова-
ние эпизодической памяти. Параллельно наблюдают-
ся изменения экспрессии генов ASCL1 и S100A6, регу-
лирующих различные стадии нейрогенеза. Результаты 
проведенных исследований приводят к заключению, 
что динамика развития когнитивного дефицита в этих 
условиях определяется не только токсическим воздей-
ствием амилоидогенных форм белка, но также ком-
пенсаторными процессами, включающими измене-
ния экспрессии генов, регулирующих процессы ней-
рогенеза в зрелом мозге. Полученные данные также 
позволяют предположить существование специфич-
ных для определенного возрастного периода компен-
саторных механизмов, связанных с регуляцией раз-
ных стадий нейрогенеза. Дальнейшие исследования, 
направленные на выявление таких механизмов, пред-
ставляется необходимыми для развития персонализи-
рованных стратегий профилактики и терапии нейро-
дегенеративных нарушений. 
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